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Traitement th6rapeutique combine des pathologies 
hyperproliferatives 

5 La pr6sente invention concerne le domaine de la th6rapie des 

pathologies hyperproliferatives. Elle concerne plus particulterement un 
nouveau mode de traitement des pathologies hyperprolif6ratives bas6 sur 
('utilisation combinfee de deux types d'agents th6rapeutiques. 

Plus sp6cifiquement, la pr6sente invention concerne un nouveau 

10 mode de traitement des pathologies hyperproliteratives bas6 sur 
I'utilisation combin6e de g6nes bloquant des voies de signalisation 
cellulaires oncogen iques et d'agents de chimioth6rapie et ou de 
radioth6rapie. Les traitements combines selon la pr6sente invention ont 
des effets particulierement efficaces pour la destruction des cellules en 

15 hyperprol iteration, & des doses relativement faibles. La pr6sente invention 
fournit ainsi une nouvelle m6thode de traitement des pathologies 
hyperproliferatives (cancers, restenose, etc) particulterement efficace et 
avec des effets secondaires limites. 

20 En d6pit des progrds tr6s importants r6alis6s dans ce domaine, les 

m6thodes actuellement disponibles pour le traitement des cancers ont 
une efficacite toujours Iimit6e. La radioth^rapie et la chimioth6rapie ont 
certes un impact tr6s favorable sur le d6veloppement des cancers, 
Cependant, un probleme aigu dans le traitement des cancers est 

25 I'insensibilite de certaines tumeurs primaires et/ou Tapparition de cellules 
tumorales rfesistantes, aprds un premier cycle de traitements efficaces, d 
la fois d la radio et d la chimioth6rapie. 

De nombreuses 6tudes ont tent6 d'6lucider les m6canismes 
mol6culaires qui peuvent fitre & Torigine de ces 6v6nements. D'une 

30 rnanfere g6n6rale les travaux ont porte sur la mani&re dont les agents 
chimioth6rapiques entraient dans les cellules et sur la manidre dont ils 
rfeagissaient avec leurs cibles cellulaires (Chin et coll., Adv.Cancer Res. 
60 (1993) 157-180; Chabner and Meyers in Cancer/ Principles and 
practices of Oncology, De Vita et al Eds., J.B.Lippencott Co. p. 349- 
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395,1989). Par exemple, de forts niveaux d'expression du gene mdrl 
peuvent limiter la concentration intracellular d'agents de chimiotherapie 
divers et pourraient contribuer a I'expression de la resistance multi- 
drogues. (Chin et coll , voir plus haut ). 
5 Une elucidation plus complete des mecanismes de resistance a la 

chimiotherapie et a la radiotherapie passe par une meilleure 
connaissance des processus de mort cellulaire induits par ces agents. 
Puisque les radiations ionisantes et de nombreux agents anti-canc6reux 
induisent des domages dans I'ADN, I'effet de ces agents therapeutiques a 

10 ete attribue a leur pouvoir genotoxique. Cependant les domages 
cellulaires causes par ces agents ne permettent pas d'expliquer 
completement leur activite therapeutique (Chabner et Meyers voir plus 
haut). Ces dernieres annees, I'exploration et la comprehension des 
mecanismes de la mort programmee ou apoptose ont permis de 

15 reconsiderer les mecanismes par lesquels les cellules tumorales 
acquierent ou perdent leur sensibilite aux agents cytotoxiques. De 
nombreux stimuli toxiques induisent I'apoptose meme a des doses 
insuffisantes pour induire des disfonctionnements metaboiiques. La 
capacite d'induire une reponse apoptotique dans les cellules tumorales 

20 pourrait determiner I'efficacite du traitement. 

La demanderesse a maintenant mis au point un nouveau mode de 
traitement particulierement efficace pour la destruction des cellules 
hyperproliferatives. Comme indique plus haut, le mode de traitement 

25 selon invention est base essentiellement sur I'utilisation combinee de 
deux types d'agents therapeutiques : des genes bloquant des voies de 
signalisation cellulaires oncogeniques et des agents de chimioth6rapie 
et/ou de radiotherapie. La presente invention decoule en effet de la mise 
en evidence d'un effet synergique particulierement important lie a 

30 I'utilisation combinee de ces deux types d'agents. 

Un premier objet de la presente invention concerne done une 
association medicamenteuse d'un ou plusieurs acides nucleiques inhibant 
au moins partiellement des voies de signalisation cellulaires 
oncogeniques, et d'un agent therapeutique anticancereux, pour une 
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utilisation simultan6e, s6par6e ou 6tal6e dans le temps pour le traitement 
des pathologies hyperproliferatives. 

Comme indiquS ci-avant, I'invention repose essentiellement sur la 
mise en Evidence d'un effet synergique entre le produit de certains g&nes 
5 et les agents de th6rapie anticanc6reuse. Cette utilisation combin6e 
produit des effets plus puissants, d des doses d'agents intorieures. Cette 
invention offre done un moyen pour le traitement des pathologies 
hyperprolif6ratives particulferement avantageux. 

Comme indiqu6 plus loin, selon le g6ne et I'agent de chimio ou 

10 radioth6rapie choisis, les deux composantes du traitement combin6 de la 
prfisente invention peuvent 6tre utilis6es de manidre simultanGe, s6par6e 
ou 6tal6e dans le temps. Dans le cas d'une utilisation simultan6e, les 
deux agents sont incubus aux cellules ou administr6s au patient 
simultan6ment. Selon ce mode de mise en oeuvre de la pr6sente 

15 invention, les deux agents peuvent Stre conditionn6s s6par6ment puis 
m6lang6s extemporan6ment avant d'§tre administr6s ensemble. Plus 
communfement, ils sont administr6s simultan6ment mais de manfere 
s §p ar § e> En particulier, les vois d'administrations des deux agents 
peuvent 6tre diff6rentes. Dans un autre mode de mise en oeuvre, les 

20 deux agents sont administr6s de mantere espac6e dans le temps. 

L'acide nucteique utilise dans le cadre de la pr6sente invention peut 
6tre un acide desoxyribonucteique (ADN) ou un acide ribonucteique 
(ARN). Parmi les ADN t il peut s'agir d'un ADN complementaire (ADNc), 

25 d'un ADN g6nomique (ADNg), d'une s6quence hybride ou d'une 
s6quence synth6tique ou semi-synth§tique. II peut en outre s'agir d'un 
acide nucl6ique modifi6 chimiquement, par exemple en vue daugmenter 
sa resistance aux nucleases, sa p6n6tration ou son ciblage cellulaires. 
son efficacrte th6rapeutique, etc. Ces acides nucl6iques peuvent 6tre 

30 d'origine humaine, animale, v6g6tale, bacterienne, virale, synth6tique, etc. 
lis peuvent §tre obtenus par toute technique connue de I'homme du 
m6tier t et notamment par criblage de banques, par synthase chimique, ou 
encore par des m6thodes mixtes incluant la modification chimique ou 
enzymatiqe de s6quences obtenues par criblage de banques. Comme 
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indique plus loin, ils peuvent par ailleurs etre incorpores dans des 
vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques, viraux ou chimiques. 

Comme indique ci-avant, I'aclde nucleique selon la presente 
invention est un acide nucleique capable d'inhiber au moins partiellement 
5 des voies de sigalisation cellulaires oncogeniques. Ces acides nucleiques 
sont designes dans ce qui suit sous le terme "elements intracellulaires de 
neutralisation des oncogenes" ou EINO. Les voies de signalisation 
conduisant a la transformation cellulaire sont multiples. La proliferation 
cellulaire met en jeu une multitude de facteurs, tels que des recepteurs 

10 membranaires (proteines G), des oncogenes, des enzymes (proteines 
kinases, farnesyl transferases, phospholipases, etc) des nucleosides 
(ATP, AMP, GDP, GTP, etc) des facteurs d'activation [facteurs d'echange 
des guanosines (GRF, GAP, RAF, etc), facteurs transcriptionnels, etc], 
Des perturbations, par exemple dans la structure, I'activite, la 

15 conformation, etc de ces differents facteurs ont ete associees a des 
phenomenes de deregulation de la proliferation cellulaire. Ainsi, 90 % des 
adenocarcinomas du pancreas presentent un oncogene Ki-ras mute sur le 
douzieme codon (Almoguera et coll., Cell 53 (1988) 549). De meme, la 
presence d'un gene ras mute a ete mise en evidence dans les 

20 adenocarcinomas du colon et les cancers de la thyroide (50 %), ou dans 
les carcinomes du poumon et les leucemies myeloides (30 %, Bos, J.L 
Cancer Res. 42 (1989) 4682). De nombreux autres oncogenes ont 
aujourd'hui ete identifies (myc, fos, jun, ras, myb, erb, etc), dont des 
formes mutees semblent responsables d'un dereglement de la 

25 proliferation cellulaire. De mdme, des formes mutees de p53 sont 
observees dans de nombreux cancers, tels que notamment les cancers 
colorectaux, les cancers du sein, les cancers du poumon, les cancers 
gastriques, les cancers de I'oesophage, les lymphdmes B, les cancers 
ovariens, les cancers de la vessie, etc. Les acides nucl6iques utilises 

30 dans le cadre de I'invention sont des acides nucleiques capables 
d'interferer avec I'un de ces facteurs impliques dans la proliferation 
cellulaire, et d'inhiber au moins partiellement son activite. Les facteurs 
preferentiellement vises par les acides nucleiques de I'invention sont ceux 
qui apparaissent preferentiellement ou specifiquement lors de 
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d6rdglements de la proliferation cellulaire (oncogenes activ6s, mutant de 
suppresseur de tumeurs, etc). 

Les acides nucl6iques utilises dans le cadre de I'invention peuvent 
6tre de diff6rents types. II s'agit de manidre pr6f6rentielle : 
5 -d'acides nucl6iques antisens, 

- d'oligoribonucl&otides capables de fixer directement des prolines 
cibles oncogdniques pour les neutraliser (ARN ligand), 

- d'acides nucl6iques codant pour des prolines & caractere 
dominant ndgatif capables de s'oligom6riser, produisant ainsi un 

10 complexe inactif, 

- d'acides nucl6iques codant pour des anticorps intracellulars (par 
exemple des fragments variables & chalne unique issu d*un anticorps) 
dirig6s contre une proline oncogfenique (ScFv). 

• de gdnes suppresseurs de tumeurs. 

15 

Selon un premier mode pr6f6r6 de mise en oeuvre de la pr6sente 
invention, I'acide nucteique est un ADN ou un ARN codant pour un 
polypeptide ou une proline inhibant au moins parti e II ement des voies de 
sigalisation cellulaires oncog6niques. Plus particuliSrement, le polypeptide 

20 ou la prot6ine sont choisis parmi les dominants n6gatifs, les ScFv et les 
suppresseurs de tumeurs. 

Encore plus pr6f6rentiellement, le dominant n6gatif est un constitu6 
de la r6gion N-terminale de la prot6ine GAP, de la prot6ine Gbr3-3 ou de 
mutants des prot6ines Ets. Concernant le ScFv, il s'agit prfeferentiellement 

25 d'un ScFv dirigd contre une prot6ine ras mutee ou contre le facteur GAP. 
La protfeine suppresseur de tumeurs est avantageusement p53, Rb, 
waf1,p21,DCC ou MTS. 

Selon un autre mode pr6f6r6 de mise en oeuvre de la prfesente 
30 invention, I'acide nucteique est un ADN codant pour un ARN inhibant au 
moins partiellement des voies de signalisation cellulaires oncog6niques. 
Plus particulferement, TARN est un ARN compternentaire d'un acide 
nucteique cible et capable de bloquer sa transcription et/ou sa traduction 



1/11/06, EAST Version: 2.0.1.4 



WO 96/22101 



PCT/FR96/00056 



(ARN antisens); un ribozyme ou un ARN ligand. Un exemple prefere est 
un ARN antisens anti-Kiras . 

Toujours selon un mode prefere de mise en oeuvre de la presente 
5 invention, I'acide nucleique est un oligonucleotide antisens, 
eventueliement modifie chimiquement. II peut s'agir en particulier 
d'oligonucleotides dont le squelette phosphodiester a ete modifie 
chimiquement, tels que par exemple les oligonucleotides phosphonates, 
phosphotriesters, phosphoramidates et phosphorothioates qui sont 
10 decrits, par exemple, dans la demande de brevet WO94/08003. II peut 
egalement s'agir d'oligonucleotides alpha, ou d'oligonucleotides 
conjugues a des agents tels que des composes acrylants. 

Dans un mode de mise en oeuvre particulierement prefere de la 

15 presente invention I'acide nucleique est incorpore dans un vecteur. Le 
vecteur utilise peut etre d'origine chimique (liposome, nanoparticule, 
complexe peptidique, lipides cationiques, etc) virale (retrovirus. 
Adenovirus, virus de I'herpes, AAV, virus de la vaccine, etc) ou 
plasmidique. L'acide nucleique utilise dans la presente invention peut etre 

20 formule en vue d'administrations par voie topique, orale, parenterale, 
intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire. 
transdermique, etc. De preference, I'acide nucleique est utilise sous une 
forme injectable. II peut done etre melange a tout vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, 

25 notamment pour une injection directe au niveau du site a traiter. II peut 
s'agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions 
seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes 
injectables. Une injection directe de I'acide nucleique dans la tumeur du 

30 patient est interessante car elle permet de concentrer I'effet therapeutique 
au niveau des tissus affectes. Les doses dacide nucleique utilisees 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 
notamment en fonction du gene, du vecteur, du mode d'administration 
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utilis6, de la pathologie concern6e ou encore de la dur6e du traitement 
recherch6e. 

L'agent th6rapeutique anticanc6reux utilise pour la mise en oeuvre 
5 de la prdsente invention peut dtre tout agent actuellement utilise par 
I'homme de Tart dans une chimioth6rapie ou une radioth6rapie. En 
particulier, il peut s'agir de cis-platine, taxolde, 6toposide, TNF, 
adriamycine, camptot6cine, d'un poison du fuseau mitotique 
(vincaalcalotdes, navelleine, etc), rayons X, UV, etc. Des r6suttats 
10 particulidrement int6ressants ont 6t6 obtenus en utilisant comme agent 
chimioth6rapeutique un taxoide. L'Agent chimioth6rapeutique 
anticanc6reux est administr6 selon ies voies classiques. G6n§ralernent, il 
est administr6 par voie parentdrale. 

15 Comme indiqu6 ci-avant, Ies deux agents peuvent §tre utilises de 

manfere simultan6e, s6par6e ou 6tal6e dans le temps. Dans un mode 
particulterement pr6f6r6 de mise en oeuvre de I'invention, I'acide 
nucteique est administr6 en premier, puis, lorsque I'acide nucl&ique peut 
fitre exprim6 par Ies ou des cellules, l'agent th6rapeutique anticanc6reux 

20 est administr6. 

Un mode particulferement pr6f6r6 de mise en oeuvre de la 
pr6sente invention concerne une association m6dicamenteuse d'un ou 
plusieurs g6nes suppresseurs de tumeurs et d'un taxoide, pour une 
25 utilisation simultann6e, s6par6e ou 6tal§e dans le temps pour le 
traitement des pathologies hyperprolifdratives. Encore plus 
pr616rentiellement, le gdne suppresseur code pour la forme sauvage de la 
prot6ine p53 ou pour la proline waf1 ( p21.) 

30 La pr6sente invention fournit ainsi une m6thode particulferement 

efficace pour la destruction de cellules hyperproliteratives. Elle peut fetre 
utilis6e in vitro ou ex vivo, par incubation des cellules de manidre 
simultan6e ou 6tal6e dans le temps en presence du ou des acides 
nucldiques et des agents de chimioth6rapie. A cet 6gard, I'invention a 
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6galement pour objet une mfcthode de destruction de cellules 
hyperprofif6ratives comprenant la mise en contact desdites cellules ou 
d'une partie d'entre-elles avec un acide nucl6ique et un agent de 
chimioth6rapie tels que d6finis ci-avant. 
5 La pr6sente invention est avantageusement utilis6e in vivo pour la 

destruction de cellules en hyperprol iteration (i.e. en proliferation 
anormale). Elle est ainsi applicable & la destruction des cellules tumorales 
ou des cellules de muscle lisse de la paroi vasculaire (resfenose). Elle est 
tout particulterement appropri6e au traitement des cancers dans lesquels 

10 un oncogene activ6 est impliqu6. A titre d'exemple, on peut citer les 
ad6nocarcinomes du colon, les cancers de la thyroide, les carcinomes du 
poumon, les Ieuc6mies my6loides, les cancers colorectaux, les cancers 
du sein, les cancers du poumon, les cancers gastriques, les cancers de 
I'oesophage, les lymphdrnes B, les cancers ovariens, les cancers de la 

15 vessie, les glioblastomes, etc. 

Utilisation decides nuclfeiques antisens 

La regulation de I'expression de g£nes-cible au moyen decides 
20 nucteiques antisens constitue une approche th6rapeutique en 
d6veloppement croissant. Cette approche repose sur la capacity des 
acides nucl6iques & s'hybrider sp6cifiquement & des r6gions 
compl6mentaires dun autres acide nucteique, et & inhiber ainsi 
sp6cifiquement ('expression de g6nes d§termin6s. Cette inhibition peut 
25 intervenir soit au niveau traductionnel soit au niveau transcriptionnel. 

Les acides nucteiques antisens sont des sequences nucteiques 
capables de s'hybrider sfclectivement avec des ARNs messager 
cellulaires-cible, pour inhiber leur traduction en profeine. Ces acides 
nucteiques torment avec I'ARNm-cible, de manidre locale, des regions 
30 double-brin, de type ARN/ARNm ou m§me ADN/ARNm, par interaction de 
type Watson-Crick classique. II peut s'agir par exemple d'oligonucteotides 
synth6tiques, de petite taille, comptementaires d'ARNm cellulaires, et qui 
sont introduits dans les cellules-cible. De tels oligonucleotides ont par 
exemple 6t6 d6crits dans le brevet n° EP 92 574. II peut 6galement s'agir 
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de s6quences d'ADN dont I'expression dans la cellule-cible g6n6re des 
ARN compl6mentaires d'ARNm cellulaires. De telles sequences ont par 
exemple 6t§ d6crites dans le brevet n° EP 140 308. 

Plus r6cemment, un nouveau type decides nucl6iques capables de 
5 r6guler I'expression de g6nes-cible a 6t6 mis en Evidence. Ces acides 
nucl6iques ne s'hybrident pas avec les ARNm cellulaires, mais 
directement avec I'ADN g6nomique en double-brin. Cette nouvelle 
approche repose sur la mise en Evidence que certains acides nucteiques 
sont capables d'interagir specif iquement dans le grand sillon de la double- 

10 h6lice d'ADN pour former localement des tripie-h6lices, conduisant d une 
inhibition de la transcription de gSnes-cible. Ces acides nucl&iques 
reconnaissent s§lectivement la double-hfelice d'ADN au niveau de 
sequences oligopurine.oligopyrimidine, c'est-&-dire au niveau de regions 
poss6dant une sequence oligopurique sur un brin et une sequence 

15 oligopyrirnidique sur le brin complfementaire, et y torment localement une 
triple-h6lice. Les bases du troisfeme brin (I'oligonucteotide) torment des 
liaisons hydrogdne (liaisons Hoogsteen ou Hoogsteen inverse) avec les 
purines des paires de bases Watson-Crick. De tels acides nucteiques ont 
notamment 6t6 d6crits par H6l6ne dans Anti-Cancer drug design 6 (1991) 

20 569. 

Les acides nuc!6iques antisens selon la pr6sente invention peuvent 
dtre des sequences d'ADN codant pour des ARN antisens ou pour des 
ribozymes. Les ARN antisens ainsi produits peuvent interagir avec un 
ARNm ou un ADN g6nomique cible et tormer avec celui-ci des doubles ou 

25 des triples helices. II peut 6galement s'agir de sequences 
(oligonucleotides) antisens, 6ventuellement modifi6s chimiquement, 
capables d'interagir directement avec le gdne ou TARN cible. 

Pr6t6rentiellement, les antisens selon Invention sont dirig6s contre 
des oncogenes ou des regions sp6cifiques d'oncogdnes actives, en 

30 particulier I'oncogSne ras. 

Utilisation d'ARN ligands 
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Les ARN ligands sont des oligoribonucl6otides de petite taille, tres 
specifiques et tres affins pour une cible donnee, notamment proteique. La 
preparation et 1'identification de tels ARN ligands a ete decrite notamment 
dans la demande W091/19813. Selon un mode de mise en oeuvre 
5 particulier de la presente invention, il est possible d'associer un petit ARN 
specifique de la proteine Ki-ras, exprime dans les cellules par le biais d'un 
vecteur viral ou non viral adapte, avec les agents de chimiotherapie ou 
radioth6rapie decrits. 

10 Dominants nfegatrfs 

Un dominant negatif est un polypeptideantagoniste d'une voie de 
signalisation oncog6nique. Cet antagonisme intervient lorsque le 
polypeptide vient se positionner au contact d'un element cle de la 

15 signalisation oncog6nique et entre en competition avec le polypeptide 
naturellement utilise dans la cellule pour cette signalisation . Le 
polypeptide antagoniste utilise est tres frequemment un mime du 
polypeptide naturel mais depourvu des domaines permettant au signal 
oncog§nique de se propager a travers lui . 

20 Parmi les dominants n6gatifs pr6feres pour la mise en oeuvre de la 

presente invention, on peut citer les acides nucteiques codant pour le 
domaine NH2 terminal de la proteine GAP, pour la proteine Grb3-3 ou 
pour des formes mutees des proteines ETS. 

II a ete demontre dans la demande de brevet WO94/03597 que la 

25 surexpression du domaine NH2 terminal de la proteine GAP-Ras pouvait 
specifiquement bloquer la tumorig6nicit6 de cellules translormees a la 
suite de I'expression d'un gene ras mute. L'exemple 1 de la presente 
demande montre maintenant qu'une surexpression du domaine GAP070- 
702) induit une apoptose de cellules humaines, carcinome dit non a 

30 petites cellules du poumon (H460). L'exemple 2 montre de plus que I'effet 
apoptotique induit par la construction GAP (170-702 ) est tres largement 
augments par I'ajout dans le milieu de culture des cellules tumorales 
humaines de produits tels que le cis-platine, la camptotecine ou le 
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taxotere a des concentrations de ces produits qui sont sans effet sur la 
viability cellulaire. 

L'exemple 1 de la pr6sente demande d&crit par ailleurs I'activit6 du 
gdne grb3-3 dans les cellules H460. La sequence et la fonction pr6sum6e 
5 de Grb3-3 ont 6t6 decrites dans Science 1994. L'exemple 2 montre 
6galement que I'effet apoptotique induit par le transfer! du gdne Grb3-3 
est tr6s largement augments par I'ajout dans le milieu de culture des 
cellules tumorales humaines de produits tels que le cis-platine, la 
camptotecine ou le taxotere & des concentrations de ces produits qui sont 
10 sans effet sur la viability cellulaire. 

Ces exemples d6montrent clairement que differents agents de 
chimioth6rapie peuvent dtre efficacement associ6s & des strategies 
^induction d'apoptose par le biais de transfert de g6nes. 

15 

ScFv 

Les ScFv sont des molecules ayant des propri6t6 de liaison 
comparabies d celle d'un anticorps, actives intracellulairement. II s'agit 

20 plus particulterernent de molecules constitutes d'un peptide 
correspondant au site de liaison de la region variable de la chaine I6g6re 
d'un anticorps relie par un linker peptidique d un peptide correspondant 
au site de liaison de la region variable de la chaine lourde d'un anticorps. 
II a 6te montre par la demanderesse que de tels ScFv pouvaient §tre 

25 produits in vivo par transfert de g6ne (Cf demande WO 94/29446). 

Plus particulterement, cette demande montre qu'il est possible de 
neutraliser des protfeines oncog6niques en exprimant dans differents 
compartiments cellulaires des ScFv. Selon un mode de mise en oeuvre de 
la pr6sente invention, on utilise un acide nucl6ique permettant la 

30 production intracellulaire d'un ScFv neutralisant le pouvoir transformant 
des protGines ras f en combinaison avec un agent de chimioth6rapie. Une 
telle association produit des effets synergiques importants (Cf exemple 2). 

Sunpmsseurs de tumeurs 
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Parmi les genes suppresses de tumeurs utilisables dans le cadre 
de la presente invention, on peut citer plus particulierement les genes 
p53, p21, Rb, raplA, DDC, WAF et MTS. Plus particulierement, on utilise 
5 les genes p53, Rb ou Wat. 

Le gene p53 code pour une proteine nucleaire de 53 kDa. La 
forme mutee par deletion et/ou mutation de ce gene est impliquee dans le 
developpement de la plupart des cancers humains (Baker et coll., Science 
244 (1989) 217). Ses formes mutees sont egalement capables de 

10 cooperer avec les oncogenes ras pour transformer des fibroblastes 
murins. Le gene sauvage codant pour la p53 native inhibe en revanche la 
formation des foyers de transformation dans des fibroblastes de rongeurs 
transfectes avec diverses combinaisons d'oncogenes. Des donnees 
recentes soulignent que la proteine p53 pourrait etre elle-meme un facteur 

15 de transcription et stimuler I'expression d'autres genes suppresseurs de 
tumeur. Par ailleurs, un effet de p53 sur la proliferation des cellules 
musculaires lisses vasculaires a ete mis en evidence recemmant (Epstein 
etal. Science 151 (1994)). 

Le gene Rb determine la synthese d'une phosphoproteine 

20 nucleaire de 927 acides amines environ (Friend et coll., Nature 323 
(1986) 643) dont la fonction est de reprimer la division des cellules en les 
faisant entrer en phase de quiescence. Des formes inactivees du gene Rb 
ont ete mises en cause dans differentes tumeurs, et notamment dans les 
retinoblastomas ou dans les cancers mesenchymateux comme les 

25 osteosarcomas. La ^introduction de ce gene dans les cellules tumorales 
ou il etait inactive produit un retour a I'etat normal et une perte de la 
tumorigenicite (Huang et coll., Science 242 (1988) 1563). Recemment, il a 
6te demontre que la proteine Rb normale, mais pas ses formes mutees, 
r6prime I'expression du proto-oncogene c-fos, gene indispensable a la 

30 proliferation cellulaire. 

Les genes WAF et MTS et leurs proprietes antitumorales ont ete 
decrits dans la literature (Cell 75 (1993) 817; Science 264 (1994) 436). 



1/11/06, EAST Version: 2.0.1.4 



WO 96/22101 



13 



PCT/FR96/00056 



L'exemple 3 demontre un type dissociation efficace entre un 
derive du taxol et le gene p53. Le taxol induit I'apoptose dans differentes 
lignees cellulaires tumorales en culture ( Proceedings of the American 
Association for cancer Research Vol 35, march 1994,Bhalla et al p306 
5 .Seiter et al p314, Saunders et al p317). p53 declenche une apoptose 
dans differents types cellulaires. Nous avons maintenant pu montrer que 
I'association d'un derive du taxol et de p53 induit une apoptose de cellules 
tumorales humaines. Notamment, des clones particuliers de cellules H460 
resistants a I'effet de p53 ont ete cultives en presence de doses 

10 croissantes de taxotere. L'exemple 3 demontre clairement que les cellules 
meurent a la suite du traitement par le taxotere a des concentrations 
totalement inefficaces sur les cellules n'exprimant pas de p53 sauvage. 

Waf 1 (Wild-type p53 Activated Fragment Cell ,75,817, 1993 ) ou 
encore p21 ( Nature ,366,701,1993 ) est induit par la surexpression de 

15 p53 sauvage . Waf 1 apparait dans les cellules qui sont arretees en phase 
G1 ou en apoptose a la suite d'une surexpression de p53 sauvage mais 
pas dans les cellules qui sont arretees en G1 ou en apoptose d'une 
maniere independante de p 53 ( Cancer Res, 54, 1169, 1994 ) . Waf 1 
diminue la croissance des cellules tumorales aussi efficacement que p53 

20 sauvage. [.'utilisation combinee d'un gene Waf 1 et de derives du taxol 
induit egalement un effet synergique sur la destruction des cellules 
hyperproliferatives. 

Agnnt th6raneutiaue anticancfereux 

25 

Les agents therapeutiques anticancereux utilisables dans la 
therapie combinee selon la presente invention peuvent etre choisis parmi 
tous les agents chimiotherapeutique ou radiotherapeutique connus de 
1'homme du m6tier. II peut s'agir notamment de cis-platine, taxolde, 
30 etoposide, TNF, adriamycine, camptotecine, d'un poison du fuseau 
m'rtotique, etc. Ces differents agents peuvent etre obtenus de source 
commerciale. 

Parmi ces agents, les taxoides constituent un mode de realisation 
prefere. A cet egard, les taxoides qui peuvent plus particulierement etre 
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utilises dans le cadre de la presente invention sont ceux qui sont 
represents par la formule generale : 




OCOC 6 H 5 

5 dans laquelle : 

- les symboles R-j et R2 represented chacun un atome d'hydrogene, ou 
bien un des radicaux R-| ou R2 represente un atome d'hydrogene, et 
I'autre represente un radical hydroxy, acyloxy ou acylcarbonyloxy, ou 
bien R2 represente un atome d'hydrogene et R-j forme avec I'atome de 

10 carbone du radical methyle en a une liaison, de facon a former un cycle 
cyclopropane, 

- I'un des symboles R3 ou R4 represente un atome d'hydrogene, et I'autre 
represente un radical hydroxy, ou bien R3 et R4 forment ensemble un 
radical carbonyle, 

15 - les symboles R5 et Rg represented chacun un atome d'hydrogene, ou 
bien un des symboles R5 ou Rq represente un atome d'hydrogene et 
I'autre represente un radical hydroxy, acyloxy, acylcarbonyloxy ou 
alcoxymethylcarbonyloxy, ou bien R5 et Rg forment ensemble un radical 
carbonyle, 

20 - les symboles Rs et R9 represented chacun un atome d'hydrogene ou 
bien R-j et Rg forment ensemble une liaison, 

- le symbole R7 represente un radical alcoxy, alcenyloxy ou 
cycloalcoyloxy ou un radical phenyle, et 

- Ar represente un radical phenyle eventuellement substitue par un ou 
25 plusieurs atomes ou radicaux, identiques ou differents, choisis parmi les 

atomes d'halogene et les radicaux alcoyles, alcoxy, dialcoylamino, 
acylamino, alcoxycarbonylamino ou trifluoromethyle, ou un radical 
heterocyclique aromatique a 5 chaTnons contenant un ou plusieurs 
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h6t6roatomes, identiques ou differents, choisis parmi les atomes d'azote, 
d'oxyg6ne et de soufre, 

6tant entendu que les radicaux alcoyles et les portions alcoyles des autres 
radicaux contiennent 1 & 8 atomes de carbone en chaine droite ou 
5 ramiftee et que les radicaux alc6nyles contiennent 2 a 8 atonies de 
carbone. 

Plus particulterement interessants sont les taxoides pour lesquels 
R2 repr6sentant un atome d'hydrogfene, R<| repr6sente un atome 
d'hydrogSne ou un rdical hydroxy ou bien R-| forme avec I'atome de 

10 carbone du radical rn6thyle en a une simple liaison, R3 et R4 torment 
ensemble un radical carbonyle, R5 reprGsente un atome d'hydrogdne et 
R6 repr6sente un atome d'hydrog6ne ou un radical hydroxy, ac6tyloxy ou 
m6thoxyac6tyloxy ou bien R5 et Rg torment ensemble un radical 
carbonyle, R7 repr6sente un radical t-butoxy ou un radical ph6nyle. 

15 Peuvent etre particulierement cites les produits suivants : 

- t-butoxycarbonylamino-3' ph6nyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'ac6toxy-4 benzoyloxy-2a 6poxy-5p,20 trihydroxy-1 (3,7(3,1 0(3 oxo-9 
tax6ne-11 yl-13a (docetaxel ou Taxotere®) 

- benzoylamino-3* ph6nyl-3' hydroxy-2 1 propionate-(2R,3S) de diac6toxy- 
20 4,1 Op benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 dihydroxy-1p,7p oxo-9 taxene-11 yl- 

13a (paclitaxel) 

- t-butoxycarbonylamino-3 1 ph6nyl-3* hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d*ac6toxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 dihydroxy-1p,10p m6thylene- 
7(3,10|3 nor-19 oxo-9 taxene-1 1 yl-13a 

25 - t-butoxycarbonylamino-3 1 phenyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) de 
diac6toxy-4,10p benzoyloxy-2a 6poxy-5(3,20 hydroxy-1(3 m6thytene- 
7(3,10(3 nor-19 oxo-9 tax6ne-1 1 yl-13a 

- t-butoxycarbonylamino-3 1 (fluoro-2 ph6nyl)-3' hydroxy-2' propionate- 
(2R,3S) d'ac6toxy-4 benzoyloxy-2a 6poxy-5p,20 trihydroxy-1 13,7|3, 10(3 

30 oxo-9 tax6ne-1 1 yl-1 3a 

- t-butoxycarbonylamino-3 1 (chloro-4 ph6nyI)-3' hydroxy-2' propionate- 
(2R.3S) d'ac6toxy-4 benzoyloxy-2a 6poxy-5(3,20 trihydroxy-1 (3,7(3,1 Op 
oxo-9 tax6ne-1 1 yl-13a 



1/11/06, EAST Version: 2.0.1.4 



WO 96/22101 



16 



PCI7FR96/00056 



- t-butoxycarbonylamino-3' (methoxy-4 phenyl)-3' hydroxy-2' propionate- 
(2R.3S) d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy-1 p,7p,1 Op 
oxo-9 taxene-11 yl-13a 

- t-butoxycarbonylamino-3' (fluoro-4 phenyl)-3' hydroxy-2' propionate- 
5 (2R.3S) d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy-1 p,7p, 10(3 

oxo-9 taxene-11 yl-13a 

- adamantyloxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy-1 p,7p,1 Op oxo-9 
taxene-11 yl-1 3a 

10 - tert-pentyloxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2* propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5(3,20 trihydroxy-1 p,7p,l Op oxo-9 
taxene-11 yl-13a 

- (methyl-1 cyclohexyl)oxycart>onylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2' 
propionate-(2R.3S) d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy- 

15 1 p,7p,1 Op oxo-9 taxene-1 1 yl-1 3a 

- (methyl-1 cyclopropyl)oxycarbonylamino-3' phenyl-3* hydroxy-2' 
propionate-(2R,3S) d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy- 
1 p,7p,10p oxo-9 taxene-1 1 yl-13a 

- (methyl-1 cyclopentyl)oxycarbonylamino-3' ph§nyl-3' hydroxy-2' 
20 propionate-(2R,3S) d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy- 

1(3,7(3,1 Op oxo-9 taxene- 11 yl-1 3a 

- (dimethyl-1,1 propyne-2)yloxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2* 
propionate-(2R,3S) d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy- 
1 p,7p, 1 0p oxo-9 taxene- 1 1 y I- 1 3a 

25 - t-butoxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
dac6toxy-4 benzoyloxy-2a 6poxy-5p,20 tetrahydroxy-ip,7p,9p,10p 
taxene-11 yl-1 3a 

- t-butoxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 dihydroxy-1p,7p oxo-9 taxene-11 

30 yl-1 3a 

- t-butoxycarbonylamino-3' (thienyl-2)-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5p,20 trihydroxy-1 p,7p,10p oxo-9 
taxene-11 yl-1 3a 
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- t-butoxycarbonylamino-3' (furyl-2)-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 

benzoyloxy-2a epoxy-5(3,20 trihydroxy-1 (3,7(3,1 0(3 oxo-9 taxene-1 1 yl-13a 

- t-butoxycarbonylamino-3' (thienyl-3)-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
5 d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5(3,20 trihydroxy-1 (3,7(5,1 0(3 oxo-9 

taxene-1 1 yl-13cc 

- t-butoxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5(3,20 dihydroxy-1|3,10(3 oxo-9 taxene- 
11 yl-13a 

10 - t-butoxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5|3,20 dihydroxy- 1(3,7(3 dioxo-9,10 
taxene-1 1 yl-13a 

- t-butoxycarbonylamino-3' phenyl-3' hydroxy-2' propionate-(2R,3S) 
d'acetoxy-4 benzoyloxy-2a epoxy-5(3,20 hydroxy-1 (3 oxo-9 taxene-1 1 yl- 

15 13a 

Ces differents composes peuvent §tre obtenus selon les methodes 
decrites dans les demandes W094/13654 et WO92/09589 par exemple 
qui sont incorporees a la presente demande par reference. 
20 II est particulierement avantageux au sens de la presente invention 

d'utiliser le taxol, le docetaxel ou le paclitaxel. 

Vecteurs d'administration de I'acide nucleioue 

25 L'acide nucleique peut etre injecte tel quel au niveau du site a 

traiter, ou incube directement avec les cellules a detruire ou traiter. II a en 
effet ete decrit que les acides nucleiques nus pouvaient penetrer dans les 
cellules sans vecteur particulier. Neanmoins, on pr6fere dans le cadre de 
la presente invention utiliser un vecteur d'administration, permettant 

30 d'ameliorer (i) I'etficacite de la penetration celluiaire, (ii) le ciblage (iii) la 
stability extra- et intracellulaires. 

Differents types de vecteurs peuvent etre utilises. II peut s'agir de 
vecteurs viraux ou non viraux. 
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Vecteurs viraux 

^utilisation de vecteurs viraux repose sur les propri6t6s naturelles 
de transaction des virus. II est ainsi possible d'utiliser les adenovirus, les 
herpes virus, les retrovirus et plus recemment les virus ad6no associ6s. 
5 Ces vecteurs s'av&rent particulidrement performants sur le plan de la 
transfection. 

S'agissant plus particulterement d'ad6novirus, ditf6rents 
serotypes, dont la structure et les propri6t6s varient quelque peu, ont 6t6 
caract6ris6s. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 

10 pr6sente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) 
ou les adenovirus d'origine animate (voir demande W094/26914). Parmi 
les adenovirus d'origine animale utiiisables dans le cadre de la presente 
invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
(exemple : Mav1, Beard et aL, Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, 

15 aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, I'adenovirus 
d'origine animale est un adenovirus canin, plus preferentiellement un 
adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par 
exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de I'invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

20 Preferentiellement, les adenovirus defectifs de Invention 

comprenent les ITR, une sequence permettant I'encapsidation et I'acide 
nucieique d'int6ret. Encore plus pr6f6rentiellement, dans le g6nome des 
adenovirus de I'invention, la region E1 au moins est non fonctionnelle. Le 
g6ne viral consid6r6 peut etre rendu non fonctionnel par toute technique 

25 connue de I'homme du metier, et notamment par suppression totale, 
substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans 
le ou les genes considers. De telles modifications peuvent etre obtenues 
in vitro (sur de I'ADN isol6) ou in situ, par exemple, au moyens des 
techniques du g6nie g6n6tique, ou encore par traitement au moyen 

30 d'agents mutagdnes. D'autres regions peuvent 6galement etre modifi6es 
(E2, E3, E4, L1-L5, etc). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent 
6tre prepares par toute technique connue de Thomme du metier (Levrero 
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et aL, Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 
2917). En particulier, ils peuvent §tre prepares par recombinaison 
homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la 
sequence d'ADN d'int6r£t. La recombinaison homologue se produit aprds 
5 co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une Iign6e cellulaire 
appropri6e. La lignee cellulaire utilis6e doit de preference (i) etre 
transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de Pad6novirus d6fectif, 
de preference sous forme int6gr6e pour 6viter les risques de 

10 recombinaison. A titre tfexemple de Iign6e, on peut mentionner la Iign6e 
de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al. t J. Gen. Virol. 36 (1977) 
59) qui contient notamment, int6gr6e dans son genome, la partie gauche 
du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction 
de vecteurs derives des adenovirus ont egalement 6t6 d6crites dans les 

15 demandes n° WO 94/2691 4 et FR 93 08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recup6r6s et 
purifies selon les techniques classiques de biologie mol6culaire, comme 
illustre dans les exemples. 

20 Concernant les virus ad6no-associes (AAV), il s'agit de virus £ 

ADN de taille relativement r6duite, qui s'integrent dans le genome des 
cellules qu'ils infectent, de manifere stable et site-sp6cifique. Ils sont 
capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet sur la 
croissance, la morphologie ou la differenciation cellulaires. Par ailleurs, ils 

25 ne semblent pas impliques dans des pathologies chez Thomme. Le 
genome des AAV a 6t6 clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient & chaque extr6mit6 une region r6pet6e 
invers6e (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour 
le virus. Le reste du genome est divis6 en 2 regions essentielles portant 

30 les fonctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient ie 
gene rep impliqu6 dans la replication virale et ['expression des genes 
viraux; la partie droite du genome, qui contient le g6ne cap codant pour 
les proteines de capside du virus. 
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Utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de 
genes in vitro et in vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment 
WO 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5.139.941, EP 488 528). 
Ces demandes decrivent dtfferentes constructions derivees des AAV. 
5 dans lesquelles les genes rep et/ou cap sont deletes et remplaces par un 
gene d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en 
culture) ou in vivo (directement dans un organisme) ledit gene d'interet. 
Les AAV recombinants defectifs selon l invention peuvent etre prepares 
par co-transfection, dans un lignee cellulaire infectee par un virus 

10 auxiliaire humain (par example un adenovirus), d'un plasmide contenant 
la sequence nucleique d'interet bordee de deux regions repetees 
inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation 
(genes rep et cap) d'AAV. Les AAV recombinants produits sont ensuite 
purifies par des techniques classiques. 

15 Concernant les virus de I'herpes et les retrovirus, la construction 

de vecteurs recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir 
notamment Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, 
EP178220, Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick, 
BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particulier, les retrovirus sont des 

20 virus integrals, infectant selectivement les cellules en division, lis 
constituent done des vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le 
genome des retrovirus comprend essentiellement deux LTR, une 
sequence d'encapsidation et trois regions codantes (gag, pol et env). 
Dans les vecteurs recombinants derives des retrovirus, les genes gag. pol 

25 et env sont generalement deletes, en tout ou en partie, et remplaces par 
une sequence d'acide nucleique heterologue d'interet. Ces vecteurs 
peuvent etre realises a partir de differents types de retrovirus tels que 
notamment le MoMuLV ("murine moloney leukemia virus"; encore designe 
MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey 

30 sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma 
virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants comportant une 
sequence d'interet, un plasmide comportant notamment les LTR, la 
sequence d'encapsidation et ladite sequence d'interet est generalement 



1/11/06, EAST Version: 2.0.1.4 



WO 96/22101 



21 



PCT/FK96/00056 



construit, puis utilise pour transfecter une Iign6e cellulaire dite 
d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions r6trovirales 
d6ficientes dans le plasmide. G6n6ralement, les Iign6es d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les g6nes gag, pol et env. De telles Iign6es 
5 d'encapsidation ont 6t§ d6crites dans Tart ant6rieur, et notamment la 
Iign6e PA317 (US4.861.719); la Iign6e PsiCRIP (WO90/02806) et la 
Iign6e GP+envAm-12 (WO89/07150). Par ailleurs, les r6trovirus 
recombinants peuvent comporter des modifications au niveau des LTR 
pour supprimer Tactivite transcriptionnelle, ainsi que des sequences 
10 d'encapsidation 6tendues, comportant une partie du g&ne gag (Bender et 
aL, J. Virol. 61 (1987) 1639)- Les r6trovirus recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la pr&sente invention, il est tout 
15 particulferement avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus 
recombinant d6fectif. Ces vecteurs poss6dent en effet des propri6t6s 
particulierement interessantes pour le transfert de g6nes dans les cellules 
tumorales. 

20 Vecteurs non-viraux 

Le vecteur selon invention peut 6galement §tre un agent non 
viral capable de promouvoir le transfert et Texpression d'acides 
nucleiques dans des cellules eucaryotes. Les vecteurs chimiques ou 
biochimiques repr6sentent une alternative interessante aux virus naturels 

25 en particulier pour des raisons de commodity de s6curit6 et 6galement 
par Tabsence de limite th6orique en ce qui concerne la taille de TADN d 
transfecter. 

Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions principals, 
compactor I'acide nucteique d transfecter et promouvoir sa fixation 
30 cellulaire ainsi que son passage d travers la membrane plasmique et, le 
cas 6ch6ant, les deux membranes nucteaires. Pour pallier & la nature 
polyanionique des acides nucteiques, les vecteurs non viraux possddent 
tous des charges polycationiques. 
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Parmi les vecteurs synth6tiques d6ve!opp6s, les polym6res 
cationiques de type potylysine, (LKLK)n, (LKKL)n, poly6thyl6ne immine et 
DEAE dextran ou encore les lipides cationiques ou lipofectants sont les 
plus avantageux. lis possddent la proprtete de condenser I'ADN et de 
5 promouvoir son association avec la membrane cellulaire. Parmi ces 
derniers, on peut citer les lipopolyamines (lipofectamine, transfectam, etc) 
et diff6rents lipides cationiques ou neutres (DOTMA, DOGS, DOPE, etc). 
Plus r6cemment, il a 6t6 d6velopp6 le concept de la transfection cibl6e, 
m6di6e par un r6cepteur, qui met d profit le principe de condenser I'ADN 

10 grace au polym6re cationique tout en dirigeant la fixation du complexe d 
la membrane grace & un couplage chimique entre le polym6re cationique 
et le ligand d'un r6cepteur membranaire, pr6sent d la surface du type 
cellulaire que Ton veut greffer. Le ciblage du r6cepteur & la transferring & 
Tinsuline ou du recepteur des asialoglycoproteines des h6patocytes a 

15 ainsi 6t6 d6crit. 

Protocols ^'administration 

Un protocole d'administration pr6fer6 selon I'invention comprend d'abord 
20 I'acide nucteique, ensuite I'agent th6rapeutique. Dans une utilisation 
pr6f6rentielle ('administration du transg6ne est r6p6t6e afin d'obtenir une 
expression maximum dans un maximum de cellules en division ( par 
exemple 5 jours de suite ) et le traitement par chimioth6rapie est ensuite 
administr6 . 

25 Avantageusement, le ou les acides nucteiques sont admin istr6s au 
contact de la l6sion f soit par injection intra-tumorale directe dans des sites 
multiples de la l6sion , soit au contact de la tesion ath6romateuse par le 
moyen d'un coussinet adapts d ce type d'intervention . Lagent de 
chimioth6rapie est administr6 selon les protocoles cliniques en vigueur . 

30 
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Exemples 
Exemple 1 

5 Les cellules H460, cultivees en milieu RPMI 1640 contenant 10% 

de s6rum de veau foetal, sont transferees avec les cDNAs codant pour le 
domaine GAP[1 70-702] ou pour la proteine Grb3-3 en association avec 
un gene conf6rant aux cellules positivement transferees une resistance d 
la g6n6ticine (Neo). Ces cDNAs, places dans des plasmides et dont 

10 Texpression est sous le controle de promoteurs viraux (pS\/2-GAP[170- 
7021 pSV2-Grb3-3 et pSV2-Ateo), sont introduits dans les cellules H460 d 
I'aide de la lipofectAMINE comme agent transfectant Les cellules 
H460/Neo R (r6sistantes & la presence de 400 ng/ml de g6neticine dans le 
milieu de culture) sont seiectionn6es et quantifies 15-20 jours aprgs 

15 transfection. Les r6sultats d'une experience representative de 
quantification du nombre de colonies Neo R dans les diff6rentes conditions 
de transfection sont resumes dans la figure 1 (pSV2-Oli : plasmide 
contrdle ne poss6dant aucun cDNA d'interet et permettant ainsi le 
controle de I'efficacite de la selection par la geneticine). 

20 

Exemple 2 

Les cellules H460, transferees comme indiqu6 dans Texemple 1, 
sont soumises au cours de la selection par la gen6citine & un traitement 

25 pendant plusieurs jours & differentes concentrations de taxot6re t de cis- 
platine ou de camptot6cine. Les cellules H460/Neo R et r6sistantes aux 
agents de chimioth6rapie sont quantifiees comme il est d6crit dans 
I'exemple 1. La sensibility au taxotdre (A), au cis-platine (B) ou d la 
camptotecine (C) des cellules H460 transferees avec pSV2-Ateo (•), 

30 pSV2-A/eo + pSV2-GAP(1 70-702] (▲), ou pSV2-Afeo + pSV2-Grb3-3 (T) 
est representee relativement aux cellules transferees de manigre 
identique mais en absence de traitement aux agents 
chimioth6rapeutiques. Les resultats d'une experience representative de 
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quantification du nombre de colonie apres les differents traitements 
indiques sont resumes dans la figure 2. 

Exemple 3 

5 

Les cellules H460 sont transferees avec le cDNA codant pour la 
proteine p53 sauvage (P53WT) place dans le plasmide pcDNA3 sous le 
cont6le du promoteur CMV. Le plasmide pcDNA3 contient aussi le gene 
Neo plac6 sous le contrdle du promoteur SV40. Les cellules transferees 

10 par pcDNA3 ou pcDNA3-p53WT sont selectionnees et isolees comme il 
est indique dans I'exemple 1. Dans les cellules transferees par pcDNA3- 
P53W 1 * et resistantes a la gen6ticine, le presence de p53 est verifiee par 
Western blot a I'aide d'anticorps specifiques. La figure 3 resume les 
resultats d'une experience representative dans laquelle sont representes, 

15 d'une part, le nombre de colonies obtenues apres transfection de pcDNA3 
ou PCDNA3-P53WT (A) et, d'autre part, la sensibilite des clones isoles a 
un traitement au taxotere (B). 
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REVINDICATIONS 

1. Association mSdicamenteuse d'un ou plusieurs acides 
nucteiques inhibant au moins partiellement les voies de signalisation 

5 cellulaires oncog6niques, et d'un agent th6rapeutique anticanc6reux, pour 
une utilisation simultanee, separfee ou 6tal6e dans le temps pour le 
traitement des pathologies hyperprolif§ratives. 

2. Association selon la revendication 1 caract6ris6e en ce que 
10 I'acide nucteique est un acide d6soxyribonucl6ique (ADN) ou 

ribonucteique (ARN) codant pour un produit inhibant au moins 
partiellement les voies de signalisation cellulaires oncoggniques. 

3. Association selon la revendication 2 caract6ris6e en ce que 
15 I'acide nucteique est un ADN codant pour un ARN antisens. 

4. Association selon la revendication 2 caract6ris6e en ce que 
I'acide nucl6ique est un ADN codant pour un ARN ligand. 

20 5. Association selon la revendication 2 caracteris6e en ce que 

Tacide nucl6ique est un ADN codant pour un dominant n6gatif. 

6. Association selon la revendication 2 caracterisde en ce que 
Tacide nucl6ique est un ADN codant pour un ScFv. 

25 

7. Association selon la revendication 2 caract6ris6e en ce que 
I'acide nucl6ique est un ADN codant pour une proline suppresseur de 
tumeurs. 

30 8. Association selon la revendication 1 caract6ris6e en ce que 

Tacide nucl6ique est un oligonucl6otide antisens, 6ventuellement modifte 
chimiquement. 
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9. Association selon I'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce que I'acide nucleique est incorpore dans un vecteur. 

10. Association selon la revendication 9 caracterisee en ce que le 
5 vecteur est choisi parmi les liposome, nanoparticule, complexe peptidique, 

lipides cationiques et lipopolyamines. 

11. Association selon la revendication 9 caracterisee en ce que le 
vecteur est un vecteur viral derive des retrovirus, adenovirus, virus de 

10 I'herpes, AAV, virus de la vaccine. 

12. Association selon I'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce que I'acide nucleique est administre directement au 
niveau du site a traiter. 

15 

13. Association selon la revendication 1 caracterisee en ce que 
I'agent therapeutique anticancereux est un agent chimiotherapeutique 
choisi parmi le cis-platine, les taxoldes, I'etoposide, le TNF, I'adriamycine, 
la camptotecine, les vinca alcaloTdes et la navelleine. 

20 

14. Association selon la revendication 13 caracterisee en ce que 
I'agent chimiotherapeutique anticancereux est un taxoTde. 

15. Association selon la revendication 14 caracterisee en ce que 
25 I'agent chimiotherapeutique anticancereux est choisi parmi le taxol, le 

docetaxel et le paclitaxel. 

16. Association selon I'une des revendications 13 a 15 caracterisee 
en ce que I'agent chimiotherapeutique anticancereux est administre par 

30 voie parenterale. 

17. Association selon I'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce que I'acide nucleique et I'agent chimiotherapeutique 
anticancereux sont utilises simultanement. 
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18. Association selon Tune des revendications 1 & 16 caracteris6e 
en ce que I'acide nucl6ique est admin istre avant Tagent 
chimioth6rapeutique anticanc6reux. 

5 

19. Association rrtedicamenteuse d'un ou plusieurs genes 
suppresseurs de tumeurs et d'un taxoide, pour une utilisation 
simultann§e, s6paree ou 6tal§e dans le temps pour le traitement des 
pathologies hyperprolif6ratives. 

10 

20. Association selon revendication 19 caract6ris6e en ce que le 
g6ne suppresseur code pour la forme sauvage de la proteine p53. 

21. Association selon revendication 19 caract6ris6e en ce que le 
15 g6ne suppresseur code pour la proteine waf 1 . 

22. Association entre la revendication 1 caract6ris6 en ce que 
I'agent th6rapeutique anticanc6reux est un agent de radioth§rapie. 
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Plasmides transfectes : 

1 : pSV 2 -0// * 

2 : pSV 2 -Neo + pS V 2 -CW 

3 : pSV 2 -Neo + pSW r GAP[ J 70-702 J 
4: pSV 2 -Neo + pS V r Grb3-3 



figure 1 
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Camptotedne (ng/ml) 
Figure 2 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 3 
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